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水仙内生真菌的分离及抑菌和抗肿瘤活性研究 

杨明俊 1，李  娟 1，薛鸿燕 1，王永刚 1*，马雪青 2，姚广玉 3 
1. 兰州理工大学生命科学与工程学院，甘肃 兰州  730050 
2. 中国农业科学院兰州兽医研究所 家畜疫病病原生物学国家重点试验室，国家口蹄疫参考试验室，甘肃 兰州  730046 
3. 灵台县食品药品监督管理局，甘肃 灵台  744400 

摘  要：目的  分离纯化水仙根茎中的内生真菌，并对分离得到的真菌进行抑菌和抗肿瘤活性筛选。方法  用组织分离法分

离纯化水仙内生真菌后，以金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus、大肠杆菌 Escherichia coli、绿脓杆菌 Pseudomonas 
aeruginosa、肺炎克雷伯菌 Klebsiella pneumoniae 和人肝癌细胞 HepG2 作为受试对象，采用滤纸片法和 MTT 法对内生真菌

菌株发酵液的醋酸乙酯提取物进行抑菌和抗肿瘤活性检测。结果  从水仙根茎共分离到 18 株内生真菌，各菌株发酵液的醋

酸乙酯提取物对 4 种供试细菌和 HepG2 细胞都有抑制作用。在质量浓度 10 mg/mL 时，SX-R202 和 SX-S102 对大肠杆菌和

绿脓杆菌抑菌圈直径分别达到 18 mm 和 20 mm；在质量浓度 1 mg/mL 时，SX-R201、SX-R202、SX-R203 和 SX-R204 对 HepG2
细胞增殖抑制率分别为（86.0±1.1）%、（89.8±1.3）%、（62.9±0.9）%和（90.6±1.0）%。结合形态学特征和分子生物学

鉴定确定 SX-R201 为尖孢镰刀菌属 Fusarium sp. 菌株、SX-R202 和 SX-R203 为青霉属 Penicillium sp. 菌株、SX-R204 和

SX-S102 为曲霉属 Aspergillus sp. 菌株。结论  水仙内生真菌的抑菌和抗肿瘤效果明显，值得进一步研究。 
关键词：水仙；内生真菌；抑菌活性；抗肿瘤活性；代谢产物 
中图分类号：R285.5      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2014)06 - 0819 - 06 
DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2014.06.015 
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Abstract:  Objectives  To isolate endophytic fungi from the roots and stems of Narcissus tazetta var. chinensis, and to determine their 
antimicrobial and antitumor activities. Medthods  After isolating the endophytic fungi, the antimicrobial activity from the isolated 
endophytic fungi was detected using filter paper method with Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and 
Klebsiella pneumoniae as indicator microorganisms. And the antitumor activity on HepG2 was detected by MTT assay. Results  A total 
of 18 strains of the endophytic fungi were isolated. The ethyl acetate extracts of the fermentation broth had the significant antibiotic 
activity on almost all the indicator microorganisms, and had the apparent antitumor activity on HepG2. Among these, the antibiotic activity 
of strains SX-R202 and SX-S102 against E. coli and P. aeruginosa were the highest, with the inhibiting zone diameters of 18 and 20 mm, 
respectively, at the concentration of 10 mg/mL. And at the extracts concentration of 1 mg/mL, the inhibitory rates (IR) of strains SX-R201, 
SX-R202, SX-R203, and SX-R204 on HepG2 were (86.0 ± 1.1)%, (89.8 ± 1.3)%, (62.9 ± 0.9)%, and (90.6 ± 1.0)%. With the 
identification by morphology and molecular biology, strain SX-R201 was determined to belong to the genus Fusarium sp., and SX-R202 
and SX-R203 to Penicillium sp., SX-R204 and SX-S102 to Aspergillus sp., respectively. Conclusion  The results indicate that the 
endophytic fungi of N. tazetta var. chinensis are potential antimicrobial and antitumor resource, which deserves further studies. 
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植物内生真菌是指那些在其生活史的一定阶

段或全部阶段生活于健康植物的各种组织和器官

内部或细胞间隙的真菌，是植物微生态系统中的重

要组成成分[1-3]。在长期进化过程中形成了丰富的代

谢系统，能产生和宿主植物相同、类似或结构新颖

的次级代谢产物，具有促进营养物质吸收、抗病虫

害、抗逆境、促植物生长等作用[4-7]。 
水仙 Narcissus tazetta var. chinensis M. Roem. 

系石蒜科（Amaryllidaceae）水仙属 Narcissus L. 植
物，其花姿、花色丰富，部分种类具有宜人的香味，

是世界各国广泛种植的著名观赏兼药用植物[8]。该

物种为中国植物图谱数据库收录的有毒植物，全草

有毒，鳞茎毒性较大，主要成分为生物碱，能引起

子宫收缩，具有抑菌、抗癌和抗病毒作用[9]。目前，

关于水仙的研究主要集中在生理[10]、组织培养[11]、

活性成分提取[12-13]等方面，关于水仙中内生菌研究

尚未见报道。本实验对水仙中内生真菌进行分离，

并对其代谢产物的抑菌和抗肿瘤活性进行初步研

究，以期筛选出产生抑菌活性物质和抗肿瘤物质的

内生真菌，为进一步研究水仙内生真菌代谢产物的

化学成分奠定基础。 
1  材料 
1.1  植物材料   

水仙全草于 2009 年 12 月购于兰州广武花卉市

场，经兰州理工大学生命科学与工程学院杨林副教

授鉴定为石蒜科水仙属植物水仙 Narcissus tazetta 
var. chinensisM.Roem.。 
1.2  指示菌株与培养基   

金黄色葡萄球菌 Staphyloccocus aureus、大肠杆

菌 Escherichia coli 、 绿 脓 杆 菌 Pseudomonas 
aeruginosa、肺炎克雷伯菌 Klebsiella pneumoniae，
由兰州军区总医院引进，现均保存于兰州理工大学

微生物室。马铃薯培养基（PDA）和牛肉膏蛋白胨

培养基，均为自制。 
1.3  肿瘤细胞株   

人肝癌细胞株 HepG2 由兰州大学肿瘤细胞培

养室引进。 
1.4  试剂与仪器 

噻唑蓝（MTT）、胰蛋白酶（广州市鹏程生物

技术有限公司）；注射用丝裂霉素（MMC，浙江海

正药业股份有限公司）；无支原体新生小牛血清

（Sigma）；RPMI 1640（Gibco）；升汞、醋酸乙酯、

甲醇、二甲基亚砜（DMSO）等均为分析纯。酶标

仪（Elx 808，BioTek）；旋转蒸发仪（RE—5286A，

上海亚荣生化仪器厂）；显微镜（Olympus）；生化

培养箱（SPX—100B—Z，上海博讯实业有限公司）。 
2  方法 
2.1  水仙内生真菌的分离与纯化   

取新鲜健康的水仙根、鳞茎，自来水冲洗干净

后，用 75%乙醇浸泡 3～5 min，无菌水冲洗 3 次，

0.01%升汞浸泡 30～60 s，再用无菌水冲洗 3 次，

将植物材料剪切成 0.5 cm×0.5 cm 大小的片段，平

放在含有 100 U/mL 青霉素钠和硫酸链霉素的 PDA
平板上，28 ℃恒温培养箱内培养 3～10 d[14-15]。取

最后一次漂洗液涂布在含有 100 U/mL 青霉素钠和

硫酸链霉素的 PDA 平板上，作为阴性对照。待皿

中材料切口处长出菌丝后，采用菌丝尖端挑取法，

根据菌落形态、颜色、生长时间的不同，划线稀释

分离，直至获得纯培养，编号并保存菌种。 
2.2  内生真菌的鉴定   

参照《真菌鉴定手册》[16]，取纯化后的内生菌

株，点植法接种于 PDA 平板上，28 ℃恒温培养 5～
8 d，期间观察其生长速度、大小、菌落纹饰、质地、

边缘，分生孢子梗、分生孢子形态及大小。并采用

插片法观察菌丝的显微结构，对内生真菌进行初步鉴

定。同时采用真菌基因组 DNA 提取试剂盒分别提取

分离菌株的基因组 DNA，以引物 ITS1、ITS4 对核糖

体转录间隔区 ITS 进行 PCR 扩增，琼脂糖凝胶电泳

检测 PCR 扩增产物，PCR 产物纯化后，送上海生工

生物工程有限公司测序。获得的序列进行 BLAST 比

对，结合形态学特征，确定分离菌株的分类地位。 
2.3  内生真菌的发酵培养及活性测定样品的制备   

取纯化后的菌株接种于 PDA 液体培养基，28 
℃，160 r/min 恒温振荡培养 8 d。发酵液经减压滤过

后，用等体积的醋酸乙酯提取 3 次，提取液减压浓缩，

得浸膏，浸膏经真空冷冻干燥（含水量小于 2%）。

以甲醇溶解浸膏至终质量浓度 100 mg/mL，作为测试

样品进行抑菌和抗肿瘤实验，4 ℃保存备用。 
2.4  抑菌活性的测定   

采用滤纸片法进行抑菌活性的检测，以革兰阳

性菌金黄色葡萄球菌和革兰阴性菌大肠杆菌、绿脓

杆菌、肺炎克雷伯菌为指示菌。将 1 mL 指示细菌

菌液（约 1×106 CFU/mL）均匀涂布于牛肉膏蛋白

胨平板上，贴上已灭菌的滤纸片（直径 5 mm），吸

取测试样品溶液（以甲醇稀释至 10 mg/mL）15 μL
分别滴加于纸片上，以溶剂甲醇为阴性对照，以 100 
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U/mL 的硫酸链霉素或青霉素钠为阳性对照，每个

样品设 3 个平行，37 ℃培养 24 h，十字交叉法测

定各样品抑菌圈的大小。 
2.5  抗肿瘤活性检测   

抗肿瘤活性检测采用 MTT 法[17]，以人肝癌细

胞株 HepG2 为检测瘤株。取对数生长期的肿瘤细胞

HepG2，0.25%胰蛋白酶消化，用含 10%小牛血清

的 RPMI 1640 完全培养液调节细胞浓度至 1×
105/mL，接种于 96 孔细胞培养板中，置 37 ℃、

5%CO2 培养箱中过夜。24 h 后，每孔加入测试样品

溶液，使药物终质量浓度为 1 mg/mL[18]。以完全培

养基为阴性对照，以 50 μg/mL MMC 为阳性对照，

每组设 5 个重复。培养 48 h 后，每孔加入 5 mg/mL 
MTT 20 μL，继续培养 4 h，弃去孔内液体，每孔加

100 μL DMSO，振荡 10 min，在 490 nm 波长处检测

各孔的吸光度（A）值。计算细胞增殖抑制率。 
增殖抑制率＝1－A 药物 / A 阴性对照 

2.6  DNA 序列分析及系统发育树构建   
将活性较好的菌株送往上海生工生物有限公司

进行测序，测序获得的 ITS 序列通过 NCBI/BLAST
比对，选择相似性最高的菌株序列，进行多序列比

对分析，采用软件 MEGA 5.0 Neighbour-Joining（邻

接法，NJ）构建系统发育树，与数据库中收录的同

源性高菌株的系统发育关系进行分析。 
3  结果 
3.1  水仙内生真菌的分离鉴定结果 

采用组织切块法，从水仙植物的不同组织共分

离到 18 株内生真菌（表 1），其中 16 株分离于植物

的根部（占总分离菌株的 88.89%），2 株分离于鳞

茎（占总分离菌株的 11.11%），叶中没有获得内生

真菌。由此可以看出，水仙中存在着较为丰富的内

生真菌资源，以根部最为丰富，究其原因，一方面

与其生活环境有关，另一方面可能培养条件如温

度、培养基组分等实验设计的单一性，不满足部分

微生物的最适培养条件，因此在分离过程中微生物

的分离株数有限。 
通过形态学方法对 18 株分离菌株从菌落表面

颜色、菌丝状态、菌落边缘及培养基基质颜色 4 方

面进行鉴定，结果见表 1。从表中可以看出各菌株

在生长状态和形态学方面都有差异，具有丰富菌落

形态，有毡状、绒毛状、絮状等，各菌落色泽及产

色素情况也不尽相同，既有不产色素的，也有黄色、

灰褐色、墨绿色等，既有边缘整齐的，又有放射状

的。SX-R202 菌落形态见图 1，从图中可以看出该

菌落形态呈现扫帚状，有分生梗和孢子产生，初步

确定为青霉属。

表 1  水仙中分离的内生真菌的菌落形态 
Table 1  Colony morphologies of entophytic fungi isolated from N. tazetta var. chinensis 

菌落形态 
菌株编号 

菌落表面颜色 菌丝性状 菌落边缘 基质颜色 
来源部位

SX-R101 灰绿色 表面干燥 整齐 黄色 根 
SX-R102 白色 浓密、发达、絮状 放射状 淡黄转黑色 根 
SX-R103 青绿色 产孢、菌丝无色 整齐 无色 根 
SX-R104 灰绿色 表面干燥 整齐 白色 根 
SX-R105 灰色 毡状、致密 整齐 黑色 根 
SX-R106 灰白色 绒状、浓密 整齐 黑色 根 
SX-R107 青褐色 发达、毡状 整齐 无色转褐色 根 
SX-R201 白色 绒状、松散 放射状 黄色 根 
SX-R202 青绿色、边缘灰色 干燥致密 整齐 绿色 根 
SX-R203 灰粉色 绒状、发达 整齐 无色 根 
SX-R204 白色转黑色 紧密、较发达 整齐 淡黄色 根 
SX-R205 灰白色 绒状、浓密 整齐 黑色 根 
SX-R206 白色 发达、浓密 放射状 淡黄色 根 
SX-R207 灰白色 绒毛状、发达 放射状 黑色 根 
SX-R208 白色转墨绿色 絮状、浓密 放射状 无色 根 
SX-R209 灰白色 干燥、菌丝短、产孢 整齐 无色 根 
SX-S101 灰色 致密 整齐 黑色 鳞茎 
SX-S102 黄色 致密、不发达 整齐 黄色 鳞茎  
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菌落显微形态                             菌丝                              孢子 

图 1  SX-R202 菌株形态特征 
Fig. 1  Morphological characteristics of strain SX-R202 

3.2  水仙内生真菌发酵液的抑菌活性 
对分离纯化得到的内生真菌进行液体培养，采

用滤纸片法，对 18 个水仙内生真菌发酵液醋酸乙

酯提取物测试样品进行抑菌实验，结果见表 2。在

10 mg/mL 质量浓度，有 15 个测试样品至少对 1 种

指示细菌的增殖具有抑制作用，占样品总数的

83.3%，其中对金黄色葡萄球菌具抑制作用的样品

有 5 个，占样品总数的 27.8%；对大肠杆菌具有抑

制作用的样品有 8 个，占测试总数的 44.4%；对肺

炎克雷伯菌具有抑制作用的有 2 个，占样品数的

11.1%；对绿脓杆菌具抑制作用的有 8 个，占测试

总数的 44.4%。其中 SX-R202 和 SX-S102 菌株发酵

液的醋酸乙酯提取物测试样品相对于 100 U/mL 青

霉素和链霉素溶液具有较好的抑菌作用，SX-R202
对肺炎克雷伯菌和大肠杆菌没有抑菌作用，对绿脓

杆菌抑菌圈直径达到 18 mm（链霉素抑菌圈直径为

23 mm），对金黄色葡萄球菌抑菌圈直径达到 19 mm
（青霉素抑菌圈直径为 25 mm），SX-S102 发酵醋

酸乙酯提取液测试样品对大肠杆菌抑菌圈直径达

到 20 mm（链霉素抑菌圈直径为 27 mm），对肺炎

克雷伯菌、金黄色葡萄球菌和绿脓杆菌没有抑菌

作用。

表 2  18 株水仙内生真菌发酵液的抑菌活性 
Table 2  Antibacterial activity of ethyl acetate extracts from fermentation broth of 18 strains  

of entophytic fungi in N. tazetta var. chinensis 

抑菌活性 抑菌活性 
样品 

肺炎克雷伯菌 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 绿脓杆菌
样品 

肺炎克雷伯菌 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 绿脓杆菌

SX-R101 − − − ++ SX-R204 ++ − − ++ 
SX-R102 − − − − SX-R205 − − ++ ++ 
SX-R103 − − − − SX-R206 − ++ − − 
SX-R104 − ++ − + SX-R207 − ++ − ++ 
SX-R105 − ++ + − SX-R208 − − − − 
SX-R106 + − − − SX-R209 − + − − 
SX-R107 − − − ++ SX-S101 − + + + 
SX-R201 − + − − SX-S102 − +++ − − 
SX-R202 − − +++ +++ 青霉素 − − +++ − 
SX-R203 − − + − 链霉素 ++ +++ − +++ 

“−”-无抑菌圈；“+”-7 mm≤抑菌圈直径＜15 mm；“++”-15 mm≤抑菌圈直径＜20 mm；“+++”-20 mm≤抑菌圈直径≤25 mm 
“−”-without diameter of inhibition zone; “+”-7 mm ≤ diameter of inhibition zone < 15 mm; “++”-15 mm ≤ diameter of inhibition zone < 20 mm; “+++”-20 
mm ≤ diameter of inhibition zone ≤ 25 mm  

3.3  水仙内生真菌发酵液抗肿瘤活性 
采用 MTT 法检测 18 株水仙内生真菌发酵产物

醋酸乙酯提取物对人肝癌细胞株 HepG2 的细胞毒

性，结果见表 3，从表中可以看出 18 种菌株发酵液

醋酸乙酯提取物测试样品在 1 mg/mL 质量浓度下

均不同程度对 HepG2 的增殖具有抑制作用，其中抑

制率在 30%以上的有 10 株，占总数的 55.6%；抑制

率在 50%以上的有 4 株，占菌株总数的 22.2%，其

中质量浓度 1 mg/mL SX-R201 、 SX-R202 和

SX-R204菌株发酵液醋酸乙酯提取物测试样品作用 
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表 3  18 株水仙内生真菌发酵液对 HepG2 细胞增殖的 
抑制作用 

Table 3  Antitumor activity of ethyl acetate extracts from 
     fermentation broth of 18 strains of entophytic  

fungi in N. tazetta var. chinensis 

菌株编号 抑制率 / % 菌株编号 抑制率 / % 

SX-R101 35.6±1.2 SX-R204 90.6±1.0 

SX-R102 16.4±0.2 SX-R205 6.9±0.2 

SX-R103 38.3±0.6 SX-R206 30.2±0.4 

SX-R104 12.9±0.1 SX-R207 10.8±0.1 

SX-R105 7.9±0.1 SX-R208 39.1±0.3 

SX-R106 40.2±0.2 SX-R209 4.2±0.0 

SX-R107 22.5±0.3 SX-S101 13.1±0.2 

SX-R201 86.0±1.1 SX-S102 36.0±0.5 

SX-R202 89.8±1.3 MMC  86.0±2.6 

SX-R203 62.9±0.9   
 
强度与阳性对照药 50 μg/mL MMC 相当，抑制率在

86%以上，因此，在后续的化合物分离鉴定及活性

研究中，将主要以 SX-R201、SX-R202 和 SX-R204
次生代谢产物作为主要研究内容，以期获得具有良

好活性的单体化合物。 
3.4  系统发育分析 

抑菌和抗肿瘤实验结果显示，从水仙中分离的

18 株内生真菌中 SX-S102、SX-R201、SX-R202、
SX-R203 和 SX-R204 具有较好的活性，将各菌株的

ITS 测序序列提交到 NCBI（National Center for 
Biotechnology Information）中，进行 Blast（Basic 
Local Alignment Search Tool）比对分析，得出

SX-S102 和 SX-R204 序列与曲霉属 Aspergillus sp.、
SX-R201 与尖孢镰刀菌属 Fusarium sp.、SX-R202
和 SX-R203 与青霉属 Penicillium sp. 各菌株序列同

源性在 99%，结合菌落及菌丝等形态学特征，进一

步确定 SX-R202 和 SX-R203 为青霉菌，SX-R201
为镰刀菌，SX-R204 为泡盛曲霉，而 SX-S102 可能

为曲霉属黄曲霉。鉴于 SX-R202 具有较好的抗菌活

性及抗肿瘤活性，将其序列与同源序列绘制进化

树，见图 2。从图中可以看出 SX-R202 与青霉属的

其他菌株进化距离较近，为同一属菌株，结合形态

学特征确定 SX-R202 为青霉属菌株。 
4  讨论 

早在 19 世纪中叶就开始了对植物内生菌的研

究，直到 1993 年，美国蒙大拿州立大学 Strobel 从
短叶紫杉 Taxus breviforlia Nutt. 分离得到一株内生 

 
 

图 2  基于 ITS 序列基础上的菌株 SX-R202 与其他青霉属 
真菌的系统发育分析 

Fig. 2  Polymeric analysis of strains SX-R202 and other  
   Penicillium strains based on sequences of ITS 

真菌，其能与宿主植物产生同一产物——肿瘤治疗

剂紫杉醇，扩大了药用微生物资源的范围，从而植

物内生菌的研究开始迅速发展[19]。 
本实验以药用植物水仙为研究对象，从中分离

得到 18 株内生真菌，发现在水仙体内内生真菌的

分布部位均有差异性和专一性，部分真菌具有组织

偏好性，根中内生真菌的菌株数多，而茎中内生真

菌的株数较少，叶中没有分离获得内生菌，其原因

除与各部位的化学组成有差异造成内环境的差异

而影响内生真菌菌群组成外，可能与各部位的形态

和生态特征有关。对各菌株发酵液的醋酸乙酯提取

物的抑菌和抗肿瘤实验结果显示，抑菌和抗肿瘤活

性较好的菌株主要集中在青霉属、尖孢镰刀菌属和

曲霉属。而且众多研究表明，此类菌属的次级代谢

产物通常会具有较好的抑菌活性能力[20-21]。许婷婷

等 [22]从红海榄根际土壤中分离的青霉属真菌

XGH2321 和常敏等[23]从红海榄根际分离的土壤来

源泡盛曲霉 Aspergillus awamori F12 两菌株发酵液

醋酸乙酯提取物，以及杜芝芝等[24]从滑桃树分离的

内生真菌镰刀菌属Fusarium 2TnP1-2发酵液都对金

黄色葡萄球菌有显著的抑制作用；李祝等[25]研究表

明黑曲霉发酵液对茄病镰刀菌亦有显著的抑菌效

果。此外，很多来源于水仙中的生物碱都具有抑制

乙酰胆碱酯酶、抗肿瘤等作用，López 等[26]利用高

效液相色谱法从水仙鳞茎的甲醇提取物中分离获

得 23 种化合物，经体外抗乙酰胆碱酯酶活性测定，

都具有一定的抑制活性，部分化合物经鉴定为石蒜

碱；Liu 等[27]先后用醋酸、氨水处理水仙的鳞茎和

叶片，并用氯仿进行粗提取，粗提物经体外抗肿瘤

活性测试，发现水仙氯仿、乙醚提取物对 HL-60、
K562、KT1/A3和A3R肿瘤系具有良好的抑制作用；

同时对人类多发性骨髓瘤细胞系 ARH-77 具有抑制

P. sp.C1 hc-2011 (HQ668177) 
P. pinophilum strain KUC1758 (HM469418)
P. pinophilum strain SGE75 (JQ776546) 
P. sp.1-95 (FJ795356) 
P. verruculosum isolate CY196 (HQ608025)
P. pinophilum strain A26 (GU566197) 
P. aculeatum strain LP67 (HQ392497) 
SX-R202 (JX536391) 
P. pinophilum strain TP80 (HQ392503) 

55
88

85
60

100

100
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增殖和促进凋亡的作用[28]，根据本实验的结果发现

水仙内生真菌发酵液的醋酸乙酯提取物亦具有不

同程度的抗肿瘤活性，由此进一步证实了内生真菌

在长期的进化过程中能产生和宿主植物相同、类似

或结构新颖的次级代谢产物。 
因此，具有抑菌和抗肿瘤活性菌株的次生代谢

产物将会成为药物来源的新途径，必将在天然药物

研究中得到开发与利用，本实验中所获得的真菌

SX-R201、SX-R202 和 SX-R204 有希望成为抗肿瘤

药物的新来源，而对其抗肿瘤成分的定性、定量分

析的相关研究工作正在进行中。 
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